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論文内容要旨
 1953年から流行性出血熱(Hemorrhagicfeverwithrenalsyndrome・HFRS)の病原体
 を分離する多くの試みがなされてきた。最近FrenchetaL(1981)とLeeandCho(1981)は
 、4加6θ解%3σgrσ7∫粥で分離継代した韓国型出血熱(Koreanhemorrhagicfever,KHF)ウイ
 ルスを,ヒト肺癌由来の株細胞A-549を用いてinvitro分離に成功した。
 1975年以降日本でもラットを感染源として実験動物関係者の間にHFRSが散発的に流行し,
 一般住民にも患者発生が認められた。東北大学医学部動物実験室で感染源となったラットと一般
 住民に発生したHFRS患者血清から,迷入ウイルスの混入を防ぐために直接invitroでの分離を
 試みた。
 ヒト胎児由来の株細胞R-66にHFRS患者血清を接種し,回復期患者血清を用いて間接蛍光抗
 体染色を行ったところ細胞質中に穎粒状の特異蛍光が認められた。更にR-66細胞でウイルスを
 継代すると4代目に核周辺の封入体形成を主徴とするCPEが出現した。このqPEagentは7人
 の患者から採取した血清13検体中10検体から分離された。発病後3日から36日目までの血清から
 ウイルスが分離され,45,62,235病田の血清からは分離されなかった。またKHF抗体陽性のラ
 ットと同居させたSPFラットから採取した糞,血清および唾液腺からも同様のウイルスが分離さ
 れた。
 患者血清を接種したR-66細胞には細胞質内顆粒が増加し,感染後3日目からは蛍光抗体染色
 により穎粒状のウイルス抗原が認められた。培養上清を4代継代すると核周辺部にエオシン好性
 封入体が出現し・これはacridineorangeによりorthochromaticgreenに染色された。培養上
 清を更に継代しても封入体を形成する細胞は約1%にとどまるが,トリプシンで細胞を分散して
 継代すると全ての細胞に封入体が出現する。
 患者血清から分離されたprototypevirus(ISD-H-1)は外径80～82nmで内部に50～
 52nmのcoreを持つdoubleshei1構造を示し,outershellは96個のstructureunitから形
 成されている。ウイルス粒子のCsC1中での密度はcompleteparticleが1.36g/濯,empty
 particleが1.30g/留を示す。キモトリプシンによりoutershellを除いたcoreはL43g/劔であ
 った。このウイルスは10-5MのBUdRまたはIUdRにより増殖が阻害されないことからRNAウイ
 ルスと同定された。更に封入体のacridineorangeによる染色性と,ウイルス粒子の電顕的形態
 からreovirusと同定された。しかしchloroformまたはether処理により感染性を失う点,
 reovirustype1・2および3に対する各抗体によるhemagglutinationinhibitiontestでは交
 叉反応を示さない点が既知のma㎜alianreovirusとは異なる。ラットから分離したウイルスの
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 性状もISD-H-1と全く同様であった。韓国で・4ヵ04θ窺粥αg紹r'%3から分離されたorbivirus
 様ウイルスは酸感受性であるのに対し,本ウイルスはpH2.8で感染性を失わない点でLeeand
 Choの報告とも異なる。
 分離されたウイルスとHFRSとの特異性を蛍光抗体法と中和試験で確認した。継代5代目の
 ISD-H-1ウイルスを接種した5日目の細胞を日本のHFRS患者回復期血清10検体と韓国のK
 HF患者血清1検体で蛍光抗体染色した結果,全て細胞質内に穎粒状の蛍光が確認された。しかし
 Lee等KHF抗原を用いて陰性が確認されている健康人10人の血清では特異蛍光が認められなか
 った。またKHF抗体陰性の熱性疾患患者血清でも蛍光は認められなかった。更にHFRS患者お
 よびラットから分離した他の4つのウイルス株についてもISD-H-1と同様の特異性が確認さ
 れた。ISD-H-1を用いた中和試験では7人の回復期患者血清は1:32～1:256の中和抗体
 価を示すのに対し,健康人7人は1:2～1:16の中和価を示した。
 11)7人のHFRS患者血清から同じCPEagentが分離され,12人のcontro1血清からは分離
 されなかった。IZlKHF汚染ラットと同居させた2匹のSPFラットからウイルスが分離され,
 5匹のcontro1ラットからは分離されなかった。〔3)患者およびラット由来のウイルスが同じ性
 状を示す。〔4)ウイルス抗原がHFRS患者の回復期血清と蛍光抗体法により特異的に反応する。
 〔5)ISD-H-1は回復期血清で特異的に中和される。以上の結果から分離されたreovirus様ウ
 イルスは,日本で発生したHFRSと強く関連すると考えられる。
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 審査'結果の要旨
渡邉雅保
 韓国型出血熱(KHF)の病原体はLee等により韓国の背ジスアカネズミ(Apodemus
 agrarius)を用いて分離された。現在本ウイルスのinvitro培養を行った例はA.agrariusで
 継代されたウイルスをヒト肺癌由来の細胞株A-549に接種して持続感染細胞を樹立したものと,
 同じウイルス材料からorbivirus様のウイルスまたはbunyavirusを分離したものが報告されて
 いる。本論文は日本で発生したKHFと同様の感染症である流行性出血熱(HFRS)の病原ウ
 ィルスを患者血清から直接invitroで分離を行ったものである。
 HFRS患者血清をヒト胎児肺由来の細胞株R-66に接種して,4代まで継代することにより
 核周辺の封入体形成を特徴とするウイルスが分離された。発症3日から36日までの7人のEFR
 S患者血清からのみウイルスが分離され,健康人10人の血清からは分離されなかった。回復期
 患者血清を用いた間接蛍光抗体法により分離されたウイルスがHFRSに特異的であることが確
 認され,韓国のKHF患者血清とも特異的に反応することが認められた。更にHFRS患者の後
 期回復期血清は本ウイルスに対し1:32～1:256の中和抗体を有するが,健康人は1:2～1:
 16の中和抗体価を示すにとどまり,中和試験でも特異性が認められた。
 このウイルスはBUdRまたはIUdRにより増殖が阻害されないこと,そして封入体がacri-
 dinorangeによりorthochlomaticgreenに染色されることから二本鎖RNAウイルスである
 と予想された。ウイルス粒子の電顕的形態は50～52nmのcoreを96個のstructureunitから
 形成されるoutersheUが囲んでいる直径80～82nmの正20面体構造を示し,またCsC1中
 での密度はcomplateparticle1.36g/m1,emptyparitde1.30g/mLcorepa}iticleが
 L43g/mlであることからreovirusに属するものと同定された。しかし1ipidsolventに感受
 性であり,HI試験によりreovirustype1,2および3とは交叉反応を示さない点で既知の
 mammalianreovirusとは異なっている。
 同じ性状のウイルスは東北大学医学部でのHFRS流行の際感染源になったラットからも分離
 され血清学的にも同一であることが確認された。
 以上日本で発生したHFRSの原因ウイルスを患者血清から直接分離し同定した本論文は学位
 授与に値するものと認める・
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